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中 华 绒 莹 乌 卵 巢 差 减 cDNA 文库 的 构建 


马 长 艳 !， 周 开 亚 13， 郭 穆 杰 !， 王 义 权 !， 赵 乃 刚 ?， 汪 朝 皮 ? 
(1。 南京 师范 大 学 生命 科学 学 院 遗传 资源 研究 所 ， 江 苏 南京 ”210097; 2. 安徽 省 水 产 新 技术 研究 所 ， 安 徽 合肥 ”230088) 


摘要 : 应 用 抑制 性 差 减 杂交 技术 构建 中 华 绕 敖 租 卵 巢 两 个 发 育 时 期 的 差 减 cDNA 文库 。 正 向 差 减 杂交 以 焉 
期 卵巢 为 试验 方 、[ 期 卵 间 为 驱动 方 ， 反 向 差 减 杂交 以 [期 卵巢 为 试验 方 、 于 期 卵巢 为 驱动 方 ; 将 所 获 差 减 
cDNA 片段 克隆 人 质粒 表达 载体 ， 转 化 大 肠 杆菌 JM109。 最 后 获得 的 正 、 反 向 差 减 文库 分 别 含 863、360 个 重组 
子 。PCR 扩 增 鉴定 正 、 反 向 差 减 cDNA 文库 的 插入 片段 平均 大 小 分 别 为 360 和 160 bp， 表 明 所 构建 的 差 减 文库 
适合 进一步 研究 中 华 绒 整 抱 卵 巢 发 育 相 关 基 因 。 
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Construction on Subtractive cDNA Library 
of Mitten Hand Crab Ovaries 
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ZHAO Nai-gang*，WANG Zhao-hur? 
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Abstract: Using suppression subtractive hybridization (SSH), two subtracted cDNA libraries were constructed for 
mitten hand crab ( Eriocheir japonica sinensis ) ovaries in two periods of developments. Two-directional (forward and back- 
ward) SSH was performed on cDNAs of mitten hand crab ovaries in periods I] or 1. Two-directional subtracted cDNA 
fragments were cloned into PinPoint plasmid vectors, and the vectors were transformed into E.coli JM109. Finally, the 
forward and backward subtracted cDNA libraries (863 and 360 clones, respectively) were obtained. By PCR detection, 
the length of the inserted fragments of the forward and backward subtracted cDNA libraries was 360 and 160 base pairs on 
average, respectively. The results showed that the subtracted libraries constructed were suitable for further study on the 
genes related to the development of the mitten hand crab ovary. 
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差 碱 cDNA 文库 可 以 反映 两 种 组 织 之 间或 同一 
组 织 在 不 同 状态 或 不 同 发 育 时 期 的 差异 表达 基因 。 
因此 ， 构 建 差 减 文库 是 用 来 研究 基因 差异 表达 及 克 
隆 新 基因 的 理想 方法 。 抑 制 性 差 减 杂 交 (suppres- 
sion subtractive hybridization，SSH) 是 Diatchenko et 
al (1996) 首先 报道 的 一 种 以 抑制 性 PCR 为 基础 的 
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cDNA 杂交 方法 。 该 方法 的 突出 优点 在 于 杂交 过 程 
可 使 不 同 丰 度 的 差异 表达 基因 的 拷贝 数 趋 于 一 致 。 
一 般 来 说 ， 经 过 一 轮 差 减 杂 交 ， 可 使 低 丰 度 表达 基 
因 的 cDNA 富 集 1 000 ~ $ 000 信 (Diatchenko et al， 
1996)。 因 此 ， 抑 制 性 差 减 杂交 方法 使 得 分 离 低 丰 
度 差异 表达 基因 成 为 可 能 。 目 前 该 法 在 克隆 差异 表 


基金 项 目 : 江苏 省 应 用 基础 基金 资助 项 目 (BJ95109); 江苏 省 资源 生物 技术 重点 实验 室 资 助 项 目 〈K99002 ) 


3. 通讯 作者 ，Tel: 025 ~ 3598328 



































54 动物 学 研究 24 卷 





达 基 因 方 面 得 到 了 越 来 越 多 的 应 用 。 

中 华 绒 鳌 稻 ( Eriocheir japonica sinensis ) (Tang， 
2000) 又 名 河和 考 、 大 闸 艇 、 毛 筷 ， 是 我 国 重要 的 经 
济 蟹 类; 但 近年 来 ， 在 河 扔 的 养殖 过 程 中 出 现 了 一 
些 廿 待 解决 的 问题 。 黎 种 培育 过 程 中 的 性 早熟 现象 
即 为 其 中 之 一 。Dai et al (1999) 认为 ， 河 竹 的 性 
早熟 主要 与 扔 种 培育 时 的 有 效 积温 、 营 养 等 因素 有 
关 。 关 于 河 狠 性腺 的 研究 ， 国 内 主要 集中 在 形态 
(Gu 太 He，1992; Cheng et al，1999)、 生 理 
(Cheng et al，2002) 等 方面 。 河 矫 卵 集 的 发 育 按 外 
形 、 色 泽 和 孵 母 细胞 的 生长 情况 ， 可 分 为 6 个 发 育 
期 (Zhao et al，1998)。 

对 河 短 性 腺 发 育 调控 分 子 水 平 的 研究 还 未 见报 
道 。 本 文 报道 我 们 选取 可 期 和 加 期 卵巢 为 实验 材 
料 ， 应 用 抑制 性 差 减 杂 交 技 术 成 功 构建 河 扎 卵巢 差 
减 cDNA 文库 的 过 程 和 结果 。 


1 材料 和 方法 


1.1 材 料 

卵巢 发 育 至 工期 和 本 期 的 中 华 绒 获 矫 ， 由 安徽 
芜湖 龙湖 水 产 养殖 场 提 供 。 
1.2 主要 试剂 

RNA 提取 试剂 盒 (Trizol Reagent，Gibco); 
mRNA 提取 试剂 盒 (Oligotex™ mRNA mini kit，Qia- 
gen); 抑制 性 差 减 杂交 试剂 盒 (PCR-Select™ cDNA 
Subtraction kit，Clontech ); PCR 产物 克隆 试剂 盒 
(PinPointIM Xa-1 T-Vector System ，Promega ) 。 
1.3 实验 方法 
1.3.1 组 织 总 RNA 的 提取 分 批 将 同一 水 池 、 同 
批 放 养 和 同样 饲养 条 件 下 的 中 华 绒 歼 做 的 卵巢 快速 
取 下 ， 液 氮 保 存 。 将 液 氨 保存 的 工期 和 焉 期 卵巢 组 
织 〈100 mg) 用 Trizol 试剂 同步 提取 总 RNA， 具 体 
操作 按说 明 书 进行 。 每 期 提取 3 ~ 4 个 卵巢 ， 然 后 
将 提取 的 RNA 分 期 等 量 合 并 。 
1.3.2 mRNA 的 分 离 纯 化 ”用 约 300 Lg 合并 后 的 
总 RNA 分 离 纯 化 mRNA， 具 体操 作 按 说 明 书 进行 。 
1.3.3 抑制 性 差 减 杂 交 (SSH) 具体 操作 按 
Clontech PCR-SelectIM cDNA Subtraction kit 的 说 明 书 
进行 。 以 于 期 卵巢 为 试验 方 (tester)， 荆 期 卵 集 为 
驱动 方 (driver) 进行 正 向 差 减 杂交 ; 以 开 期 卵巢 
为 试验 方 ， 卫 期 卵巢 为 驱动 方 进行 反 向 差 减 杂交 。 
1.3.4 差 减 cDNA 文库 的 构建 ”分 别 从 正 向 和 反 
向 差 减 杂交 的 二 次 PCR 产物 中 各 取 2 pL 与 1 pL TT- 





Vector 连接 ，15 和 过 夜 。 从 连接 体系 中 取 2.5 pL 
转化 受 体 菌 (大肠 杆 菌 JM109) ， 于 氮 茶 抗 性 筛选 
的 琼脂 平板 上 挑 取 单 克隆 于 液体 LB 培养 基 中 培养 
过 夜 ， 按 常规 保存 菌 种 。 

1.3.5 插入 片段 的 PCR 鉴定 取 0.54L 细菌 培养 
液 作 PCR 模板 ， 以 插入 片段 两 侧 载 体 序 列 PinPoint 
和 SP6 作 引 物 ，PCR 扩 增 插入 片段 。PCR 反应 体系 
(30 pL): 10 x PCR buffer 3.0 uyL, SP6 和 PinPoint 
(5 mmol/L) 各 1 pL, dNTP Mix (2 mmol/L) 2 4L, 
Mg2+ (25 mmol/L) 1.8 yL，Taq 酶 0.2 uxL， 菌 液 
0.5pL， 灭 菌 水 20.5 uyL。PCR 反应 条 件 : 94 爷 预 
变性 5 min; 然后 进行 95 Y 30s，58 TC 30s，72 民 
1 min 30 个 循环 ; 最 后 72 延伸 7min。 


2 结 果 


2.1 总 RNA 提取 和 mRNA 纯化 

提取 总 RNA， 用 紫外 荧光 光度 计 测 定 GD2wo 和 
ODzso。 匡 期 和 于 期 的 OD260/ODzso 分 别 为 1.84 和 
1.76， 电 泳 条 带 以 28S rRNA 和 18S rRNA 为 主 。 
mRNA 电泳 结果 呈 弥 散 状 。 
2.2 差 减 杂交 产物 二 次 PCR 

正 、 反 向 差 减 杂交 产物 二 次 PCR 扩 增 后 ， 凝 
胶 电泳 显示 : 扩 增 后 的 杂交 产物 为 一 弥散 的 cDNA 
群体 ， 内 含 几 条 较为 清晰 的 带 。 其 中 正 向 杂交 产物 
长 度 集中 在 250 ~ 750 bp， 而 反 向 杂交 产物 集中 在 
180~510 bp (图 1)。 
2.3 ” 差 减 cDNA 文库 的 构建 

SSH 产物 T/A 克隆 后 ， 正 、 反 向 差 减 cDNA 文 
库 分 别 获得 863 和 360 个 阳性 克隆 。 
2.4 插入 片段 的 PCR 鉴定 

PCR 扩 增 表明 ，90% 以 上 的 克隆 皆 能 扩 增 出 有 
效 产 物 ， 其 中 正 向 差 减 文库 的 条 带 多 在 500 bp 左右 
(图 2)。 


3 讨论 


3.1 总 RNA 提取 和 mRNA 纯化 
ODz6o/ODzsgo 的 值 可 以 反映 RNA 的 纯度 ， 如 是 
否 有 和 蛋白质 的 污染 等 。Wilfinger et al (1997) 认为 
纯 的 RNA 的 0Dz60/ODzgo 值 应 在 1.9 ~ 2.1 (10 
mmol/L Tris .Cl，pH 7.5); 但 当 pH 小 于 7.5 时 ， 
0Dz6o/ODzsgo 值 也 相应 降低 。 本 实验 提取 的 RNA 最 
后 溶解 于 无 RNases 的 水 中 ,pH 小 于 7.5, 这 可 能 是 导 
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图 1 抑制 性 PCR 扩 增 中 华 绒 获 筷 开 期 和 焉 期 卵巢 
mRNA 差 减 杂交 产物 电泳 图 
Fig.1 Electrophoresis of suppression PCR products of the 
subtractive hybridization products in ovary mRNA 
of Eriocheir japonica sinensis 
M: DL2000 Marker; F: 正 向 (Forward ); B: 反 向 (Back- 
ward ) 。 


致 0D260/0D2go 值 偏 低 (1.84 和 1.76) 的 原因 。 
3.2 抑制 性 差 减 杂交 

Jiet al (2002) 认为 用 SSH 方法 分 离 表 达 量 上 
有 差异 的 基因 时 ， 目 的 基因 在 两 个 mRNA 群体 中 
的 差异 要 大 于 5 倍 ， 或 靶 基 因 的 比例 要 大 于 
0.01% ( 当 分 离 的 靶 基 因 在 两 个 mRNA 群体 中 的 
表达 为 “有 或 无 ”的 关系 时 )， 差 异 基 因 才 能 得 到 
有 效 富 集 。 因 此 ， 只 有 当 所 研究 的 两 个 mRNA 群 
体 存 在 一 定 的 质 或 量 的 差别 时 ， 该 法 才 是 行 之 有 效 
的 。 由 于 中 华 绒 整 租 的 期生 期 卵巢 在 外 形 及 解 
剖 结 构 上 差异 都 极为 明显 ， 且 从 开 期 到 下 期 卵巢 的 
生长 开始 从 缓慢 的 小 生长 期 进入 到 速度 较 快 的 大 生 
长 期 ， 预 计 有 大 量 的 上 调 基 因 在 表达 ; 因此 ，[ 期 
和 亚 期 卵巢 是 用 SSH 方法 研究 不 同 发 育 期 差异 表 
达 基 因 的 合适 材料 ， 通 过 有 关 实 验 可 获得 卵巢 快速 
发 育 相关 基因 。 本 研究 中 ， 正 、 反 向 差 减 杂交 二 次 
PCR 产物 的 电泳 结果 缘 呈 弥散 状 ， 其 中 较为 清晰 
的 条 带 可 能 分 别 代 表 了 工期 和 下 期 高 表达 基因 的 
cDNA 片段 ; 只 是 反 向 杂交 二 次 PCR 产物 平均 长 度 
小 于 正 向 产物 ， 这 是 否 与 卫 期 卵巢 的 差异 基因 本 身 
组 成 有 关 ， 尚 待 进一步 确证 。 
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图 2 中 华 绒 歼 租 I[[ 期 和 本 期 卵巢 差 减 文库 中 8 个 
cDNA 插入 片段 的 PCR 电泳 图 
Fig.2 Electrophoresis of PCR products of eight inserted 
cDNA fragments in the subtracted libraries of 
ovaries of Eriocheir japonica sinensis 
M: DL2000 Marker; 1 -8: 插入 片段 的 PCR 产物 (PCR prod- 
ucts of the inserted fragments)。 


3.3” 差 减 文库 的 构建 

本 研究 对 构建 的 差 减 cpDNA 文库 的 所 有 克隆 分 
别 做 了 菌落 PCR， 结 果 表 明 90% 以 上 的 克隆 皆 能 
扩 增 出 有 效 产 物 。 除 去 接头 和 载体 序列 (138 bp)， 
正 、 反 向 差 减 文库 的 插入 片段 平均 大 小 分 别 在 360 
和 160 bp 左右 ， 这 提示 文库 中 的 绝 大 多 数 克 隆 载 
有 插入 片段 ,但 所 构 文 库 的 插入 片段 偏 小 。 这 是 由 
于 在 用 SSH 方法 构建 差 减 文库 的 过 程 中 ， 每 一 条 


mRNA 逆转 录 获 得 的 cDNA 都 经 四 碱 基 识 别 酶 


Rsal (理论 上 每 44 = 256 个 碱 基 中 就 有 一 个 酶 切 位 
点 ) 酶 切 的 缘故 。 

通常 用 快速 扩 增 cDNA 末端 (RACE) 或 筛选 
cDNA 文库 等 方法 即 可 获得 差 减 库 中 插入 片段 所 代 
表 的 基因 的 全 长 cDNA 序列 。 构 建 差 减 cDNA 文库 
的 意义 在 于 它 在 研究 已 知 基因 的 新 功能 或 发 现 新 基 
因 等 方面 具有 重要 的 作用 。 

本 研究 为 克隆 河 租 卵巢 发 育 相 关 新 基因 ， 研 究 
这 些 新 基因 的 功能 ， 探 讨 河蟹 卵巢 发 育 的 分 子 机 
制 ， 以 及 进一步 曾 明 河 稻 性 早熟 的 分 子 机 理 莫 定 基 
础 。 
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